


















Abstract:  Tuberculosis  (TB),  caused  by Mycobacterium  tuberculosis,  is  a  growing  public  health 
concern worldwide, especially with the emerging challenge of drug resistance to the current drugs. 
Efforts to discover and develop novel, more effective, and safer anti‐TB drugs are urgently needed. 





















Tuberculosis  (TB), an  infectious disease which mainly affects  the  lungs and  is caused by  the 
bacterium Mycobacterium  tuberculosis, has plagued humans  since antiquity  [1].  In 2017,  the World 
Health Organisation estimated that there were 10 million TB cases worldwide, which resulted in a 
mortality rate of 1.6 million. The treatment of TB necessitates complex drug regimens, with adverse 
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effects and interactions, and is associated with poor patient compliance. This has led to the evolution 
of multidrug‐resistant  (MDR‐TB)  and  extensively  drug‐resistant  (XDR‐TB)  strains.  Patients with 
MDR‐ or XDR‐TB require a lengthy course of a combination of drugs that are more expensive, more 
toxic, and not always effective [2]. With the continuous increase in the number of drug‐resistant TB 
cases, it  is vital to  identify drugs  that could  inhibit new druggable targets  in M.  tuberculosis [3–8]. 
Eleven  different  serine/threonine  protein  kinases  have  been  reported  in mycobacteria,  including 
protein kinase G  in M.  tuberculosis  (MtPknG), which  is of particular  interest, not only because  it 
regulates the signal transduction pathways that control the metabolism of M. tuberculosis, but because 
it  plays  an  essential  role  in  promoting  the  survival  and  persistence  of  this  pathogen  within 
macrophages. MtPknG is a soluble enzyme, secreted by M. tuberculosis, that belongs to the family of 
prokaryotic  Ser/Thr  protein  kinases  (STPKs).  The  latter  play  an  important  function  in  the 
phosphorylation  of  proteins  involved  in  signal  transduction  pathways  that  control  a  range  of 
metabolic processes in bacteria. MtPknG is essential for sustaining TB infection, by promoting the 






have  specifically  evolved  to  interact  with  biological  targets  and  have  already  provided  some 
invaluable  leads  for  drug  design  [24].  Plant‐based medicines,  in  particular,  are  used widely  by 
traditional healers in different parts of the world, including for the treatment of TB and TB‐related 
symptoms  [25–28].  Many  plant  extracts  and  plant‐derived  chemicals  have  demonstrated 



























from Pelargonium  towards MtPknG. The docking  scores  obtained using Auto Dock Vina  ranged 











Lys241, while  the  para‐hydroxyl  group  of  the  gallate  unit was  bound  to His159.  This  specific 
hydrogen‐bonding network enabled the flavone backbone of (1) to be positioned in such a way as to 
develop further hydrophobic interactions with Ala158, Val179 and Ile292 (Figure 2a,b). In the case of 
isovitexin  2”‐O‐gallate  (2),  the gallate unit and  the para‐hydroxyl on  the B  ring of  the  flavonoid 
formed hydrogen bonds with Lys241 and Met232  (2.168 and 2.903 Å,  respectively). Hydrophobic 
interactions were  also  present  between  (2)  and Ala158, Val179, Val235  and  Ile292  (Figure  3a,b). 
Nicotiflorin  (3)  showed  numerous  interactions with MtPknG,  including  strong  hydrogen  bonds 
(contact distances < 2.5 Å) with Glu233, Glu280, Gln238 and Ser 239 (Figure S1a). The B‐ring hydroxyl 
groups of orientin (4) showed three hydrogen bonds with Lys181, and one with Asp293, while the 
flavone  backbone  interacted  via  hydrophobic  interactions with Ala158  and  Ile157  (Figure  S2a). 

























green and pink/purple dashed  lines,  respectively;  (d) 2D plot of  interactions between  (1) and key 
residues of MtPknG generated by BIOVIA Discovery Studio visualizer. The solvent accessible surface 
is depicted as a background grey circle with the radius proportional to the exposure. 











the MtPknG  binding  site  showing molecular  interactions—hydrogen  and  hydrophobic  bonds  as 




Binding Site  SiteScore1  DScore2  Volume (Å) 
1 (AX20017‐Co‐crystallised site)  1.138  1.174  271.31 
2  1.027  1.034  1548.65 
3  1.012  1.067  270.97 
4  0.950  0.971  301.84 
5  0.940  0.968  498.38 
1 Quality of the identified binding site (SiteScore = 0.0733 sqrt(n) + 0.6688 e ‐ 0.20 p). 
2 Druggability score. 
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        LE1  LE2  LE3 
Isoorientin 2”‐O‐gallate (1)  AP  AP  ‐13.2  0.31  0.47  0.02 
Isovitexin 2”‐O‐gallate (2)    AP  ‐12.6  0.30  0.45  0.02 
Nicotiflorin (3)  AP    ‐12.2  0.29  0.45  0.02 
Orientin (4)  AP  AP  ‐11.8  0.37  0.56  0.03 
Populnin (5)  AP    ‐11.6  0.36  0.55  0.03 
Rutin (6)  AP    ‐11.4  0.27  0.42  0.02 
Vitexin (7)  AP  AP  ‐11.2  0.36  0.53  0.03 
Quercimeritrin (8)  AP    ‐11.2  0.34  0.53  0.02 
Isoorientin (9)  AP  AP  ‐11.2  0.35  0.53  0.02 












Isoorientin 2”‐O‐gallate (1)  Lys241  2.650  H‐Bond  Conventional   
  Ser239  2.825  H‐Bond  Conventional   
  His159  3.063  H‐Bond  Conventional   
  Lys241  3.140  H‐Bond  Carbon Hydrogen Bond 
  Ser239  3.512  H‐Bond  Carbon Hydrogen Bond 
  Ile292    4.701  Hydrophobic  Pi‐Alkyl 
  Val179  4.893  Hydrophobic  Pi‐Alkyl 
  Ala158  4.195  Hydrophobic  Pi‐Alkyl 
Isovitexin 2”‐O‐gallate (2)  Lys241  2.168  H‐Bond  Conventional   
  Met232  2.903  H‐Bond  Conventional   
  Ala158  3.898  Hydrophobic  Pi‐Sigma 
  Ile292  4.811  Hydrophobic  Pi‐Alkyl 
  Val235  5.002  Hydrophobic  Pi‐Alkyl 
  Val179  4.317  Hydrophobic  Pi‐Alkyl 
Nicotiflorin (3)  Glu233  2.134  H‐Bond  Conventional   
  Glu280  2.286  H‐Bond  Conventional   
  Gln238  2.290  H‐Bond  Conventional   
  Ser239  2.357  H‐Bond  Conventional   
  Ile86  5.025  Hydrophobic  Alkyl 
  Ile292  3.768  Hydrophobic  Pi‐Sigma 
  Ile292  3.898  Hydrophobic  Pi‐Sigma 
  Ile157  4.605  Hydrophobic  Pi‐Alkyl 
  Ala91  4.608  Hydrophobic  Pi‐Alkyl 
  Ala158  4.846  Hydrophobic  Pi‐Alkyl 
  Ala158  5.218  Hydrophobic  Pi‐Alkyl 
  Ile165  5.290  Hydrophobic  Pi‐Alkyl 
  Met283  5.468  Hydrophobic  Pi‐Alkyl 
  Val235  5.471  Hydrophobic  Pi‐Alkyl 
Orientin (4)  Lys181  2.248  H‐Bond  Conventional   
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  Lys181  2.715  H‐Bond  Conventional   
  Lys181  2.669  H‐Bond  Conventional   
  Asp293  2.728  H‐Bond  Conventional   
  Ala158  4.835  Hydrophobic  Pi‐Alkyl 
  Ala158  4.453  Hydrophobic  Pi‐Alkyl 
  Ile157  4.846  Hydrophobic  Pi‐Alkyl 
Populnin (5)  Asp293  2.213  H‐Bond  Conventional   
  Gln238  2.278  H‐Bond  Conventional   
  Lys181  2.498  H‐Bond  Conventional   
  Gln238  3.455  H‐Bond  Carbon Hydrogen Bond 
  Ile292  3.872  Hydrophobic  Pi‐Sigma 
  Ala158  4.526  Hydrophobic  Pi‐Alkyl 
  Ala158  4.714  Hydrophobic  Pi‐Alkyl 
  Ile165  4.817  Hydrophobic  Pi‐Alkyl 
  Met283  5.127  Hydrophobic  Pi‐Alkyl 
  Ile165  5.150  Hydrophobic  Pi‐Alkyl 
  Ile292  5.159  Hydrophobic  Pi‐Alkyl 






Isoorientin 2”‐O‐gallate (1)  Lys181  2.583  H‐Bond  Conventional 
  Lys241  2.657  H‐Bond  Conventional 
  Ser239    2.086  H‐Bond  Conventional 
  Tyr234  2.022  H‐Bond  Conventional 
  Asp293  1.867  H‐Bond  Conventional 
  Ile 86  5.361  Hydrophobic  Pi‐Alkyl 
  Ala158  3.929  Hydrophobic  Pi‐Sigma 
  Ile292    5.263  Hydrophobic  Pi‐Alkyl 
  Ala91  4.738  Hydrophobic  Pi‐Alkyl 
  Ile165  4.592  Hydrophobic  Pi‐Alkyl 
  Ala158  4.984  Hydrophobic  Pi‐Alkyl 
  Ile157  5.154  Hydrophobic  Pi‐Alkyl 
  Ala158  5.213  Hydrophobic  Pi‐Alkyl 
Isovitexin 2”‐O‐gallate (2)  Ser239  2.184  H‐Bond  Conventional   
  Tyr234  2.241  H‐Bond  Conventional   
  Val235  2.699  H‐Bond  Conventional   
  Ile292  3.044  H‐Bond  Conventional   
  Gly236  3.376  H‐Bond  Carbon Hydrogen Bond 
  Ala158  3.914  Hydrophobic  Pi‐Alkyl 
  Ile292  4.878  Hydrophobic  Pi‐Alkyl 
  Ile165  4.373  Hydrophobic  Pi‐Alkyl 
  Ala158  4.793  Hydrophobic  Pi‐Alkyl 
  Ala91  4.847  Hydrophobic  Pi‐Alkyl 
  Ile157  5.105  Hydrophobic  Pi‐Alkyl 
  Ala158  5.089  Hydrophobic  Pi‐Alkyl 
Nicotiflorin (3)  Lys181  3.005  H‐Bond  Conventional   
  Ser239  2.146  H‐Bond  Conventional   
  Asn281  2.163  H‐Bond  Conventional   
  Val235  2.174  H‐Bond  Conventional   
  Ile292  3.747  Hydrophobic  Pi‐Sigma 
  Ile86  4.966  Hydrophobic  Alkyl 
  Val235  5.072  Hydrophobic  Pi‐Alkyl 
  Ile292  4.468  Hydrophobic  Pi‐Alkyl 
  Ala158  5.195  Hydrophobic  Pi‐Alkyl 
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  Ile165  4.364  Hydrophobic  Pi‐Alkyl 
  Ile165  5.392  Hydrophobic  Pi‐Alkyl 
Orientin (4)  Ile157  2.477  H‐Bond  Conventional   
  Glu233  2.407  H‐Bond  Conventional   
  Val235  2.155  H‐Bond  Conventional   
  Val235  2.423  H‐Bond  Conventional   
  Gly237  2.227  H‐Bond  Conventional   
  Ser239  2.379  H‐Bond  Conventional   
  Glu280  2.411  H‐Bond  Conventional   
  Ala158  3.574  Hydrophobic  Pi‐Sigma 
  Ala158  3.885  Hydrophobic  Pi‐Alkyl 
  Ile165  4.567  Hydrophobic  Pi‐Alkyl 
  Ile165  5.400  Hydrophobic  Pi‐Alkyl 
  Val179  4.437  Hydrophobic  Pi‐Alkyl 
  Ile292  5.460  Hydrophobic  Pi‐Alkyl 
  Ile292  4.538  Hydrophobic  Pi‐Alkyl 
Populnin (5)  Gln238  2.130  H‐Bond  Conventional   
  Gln238  2.443  H‐Bond  Conventional   
  Ser239  2.297  H‐Bond  Conventional   
  Asn281  2.296  H‐Bond  Conventional   
  Lys181  2.699  H‐Bond  Conventional   
  Lys181  2.571  H‐Bond  Conventional   
  Ala158  4.391  Hydrophobic  Pi‐Alkyl 
  Ile165  5.080  Hydrophobic  Pi‐Alkyl 
  Ile292  5.175  Hydrophobic  Pi‐Alkyl 
  Ile157  4.571  Hydrophobic  Pi‐Alkyl 
  Ala158  4.148  Hydrophobic  Pi‐Alkyl 
  Ile165  4.783  Hydrophobic  Pi‐Alkyl 
  Ile292  5.122  Hydrophobic  Pi‐Alkyl 
3. Discussion 
MtPknG  is  a  multidomain  protein  that  comprises  an  N‐terminal  rubredoxin‐like  domain 
(including two thioredoxin motifs), followed by a central kinase domain (containing the ATP‐binding 
site) and, finally, a C‐terminal tetratricopeptide‐repeat domain. The N‐terminal domain is crucial for 
















Ile292,  in both  rigid  and  flexible docking. Also  as observed  in AX20017 and  the withanolides,  it 
displayed a further interaction with Val179 in rigid docking, whereas, in flexible docking, it interacted 
with  Ile165  and  Asp293.  It  also  interacted  with  Lys181  (as  for  AX20017)  in  flexible  docking. 
Compound (2) interacted with Ala158, Ile292 and Val235 in both rigid and flexible docking, similar 
to the control inhibitor and the withanolide derivatives. In rigid docking alone, it also interacted with 






derivatives.  In  rigid  docking  alone,  it  also  interacted with  Glu233  (as  did  the  control  and  the 
withanolides) and Gln238  (as did  the withanolides).  In  flexible docking,  it  further  interacted with 
Lys181. Compound (4) interacted with Ala158 and Ile157 in both rigid and flexible docking. In rigid 
docking  alone,  it  also  interacted with  Lys181  and Asp293  (as  did  the  control  inhibitor  and  the 
withanolides).  In  flexible docking, more  interactions were observed with Glu233, Val235, Ser239, 
Ile165, Val179 and Ile292. Compound (5) interacted with Gln238, Lys181, Ile292, Ala158, Ile165 and 








binding  (‐G) by  the molecular weight  (MW)  for  each  compound  [48]. We observed  that  this  (‐




Previous  studies  on  Pelargonium  have  revealed  that  extracts  and  constituents  of  P. 
sidoides/reniforme leaves possess moderate activity against Gram‐positive and Gram‐negative bacteria 
















macrophages  [33,52,53].  A  similar  effect  has  been  observed  in  Candida  albicans‐  and  Listeria 
monocytogenes‐infected macrophages,  treated with  P.  sidoides  root  extracts  [54].  Evidence  for  the 
immunomodulatory  role  of  Pelargonium  root  extracts  in  the  presence  of  intracellular  residing 





and p‐coumaric acid had  immunomodulatory activity  [56,57].  It  remains  to be  seen  if any of  the 
compounds tested in this study exert an effect in M. tuberculosis‐infected macrophages. 
4. Materials and Methods   












from  SciFinder  (https://scifinder.cas.org/scifinder/login).  The  structure  of  the  ligand  inhibitor 
(AX20017)  was  retrieved  from  its  corresponding  complex  with MtPknG  (PDB  ID:2PZI),  using 






















Vina  were  used  as  the  parameters  for  the  rigid  ligand  docking  (exhaustiveness  =  8).  The 
exhaustiveness was set to 16 for the flexible ligand docking. The docking scores were calculated as 
the predicted  free energies of binding  (G  in kcal/mol). The  lowest binding  free energy—i.e. best 
score for the docking pose with the lowest (RMSD)—indicated the highest predictive ligand/protein 
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A molecular docking  approach was  conducted  to predict  the  binding  affinity  of  84  natural 
products present in the aerial parts and/or roots of Pelargonium reniforme and Pelargonium sidoides for 





roots may  not  be  the  only  plant  part  that  could  have  anti‐TB  potential.  In  fact,  the  selection  of 
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